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!摘!要" 目的!寻找肾透明细胞癌!BA8<7B8AA784<AB8AAB<7B246@<" BB%55#对阿昔替尼耐药的潜在机制"以期拓展

对阿昔替尼耐药的理解"便于设计更有针对性的治疗方案"提高患者的治疗效果及生存预后+ 方法!通过摸索阿昔

替尼对BB%55细胞系 )G&*S与5<H2*" 的半抑制浓度!?<AI@<D2@<A24?2_2>67FB64B84>7<>264" J5

.#

#" 使用此浓度下的

阿昔替尼体外反复刺激细胞 -# 个周期"构建对阿昔替尼耐药的细胞系"未被阿昔替尼处理过的细胞系为敏感细胞

系"检测耐药细胞系及敏感细胞系在细胞增殖,细胞凋亡水平上的表型差异+ 通过转录组测序"在两耐药细胞系共

同上调表达的差异基因内筛选出可能参与耐药过程的基因"通过实时荧光定量聚合酶链式反应!78<A*>2@8d=<4>2><*

>2C896AF@87<38B?<24 78<B>264" %P*dV5%#及蛋白质免疫印迹!`83>874 _A6>" ` #̂验证耐药细胞系中靶基因的表达

量+ 在基因表达谱交互分析!X848WD97833264 V76I2A24;J4>87<B>2C8(4<AF323"XWVJ(#数据库中分析靶基因在BB%55肿

瘤及瘤旁组织的表达差异"在卡普兰*梅尔绘图!O<9A<4*K8287VA6>>87"O*KVA6>>87#数据库中分析靶基因对BB%55患

者的预后影响+ 对耐药细胞系的靶基因使用慢病毒载体的核糖核酸干扰进行敲低后"再次检测细胞表型差异+ 使

用`^检测不同处理细胞系的细胞凋亡相关蛋白的水平"寻找可能导致耐药的分子通路+ 结果!体外成功构建出

对阿昔替尼耐药的BB%55细胞系 )G&*S*%与5<H2*"*%"其较敏感细胞系的J5

.#

显著升高!分别高出 "#/''

#

@6A0L"

$l#/#"$""/'&

#

@6A0L"$l#/#"#+ 细胞计数试剂盒*G!B8AAB6=4>24;H2>*G"55O*G#,集落形成,.*乙炔基*,&*脱氧尿

苷!.*8>?F4FA*,&*:86DF=72:248"W:T#实验结果显示耐药细胞系的增殖能力较敏感细胞系下降"但凋亡染色结果显示

耐药细胞系的细胞凋亡水平显著降低!$l#/#"#+ 尽管对阿昔替尼耐药"但耐药细胞系在 ,#

#

@6A0L阿昔替尼环

境中无明显的新生肿瘤细胞产生+ 转录组测序筛选出核蛋白 "!4=BA8<7976>824 "" &'$()#基因"其核糖核酸!$l

#/### "#及蛋白表达水平在耐药细胞系中显著上升+ XWVJ(数据库分析结果显示&'$() 在BB%55肿瘤组织中显

著高表达!$l#/#.#$&'$() 高表达的 BB%55患者生存预后更差!$l#/##"#+ 细胞凋亡染色结果显示"敲低

&'$()后抑制了各耐药细胞系对阿昔替尼的抗凋亡能力!)G&*S"$l#/#"$5<H2*""$l#/#.#+ `^结果显示"敲低

&'$()"被阿昔替尼处理后耐药细胞系的^细胞淋巴瘤! *̂B8AAAF@9?6@<*," 5̂L,#蛋白水平下降" 5̂L, 相关 +蛋

白! 5̂L,*<336B2<>8: +976>824" (̂+#水平增加"前体 B<39<38- 蛋白表达水平下降"剪切体 B*B<39<38- 水平上升+

结论!BB%55细胞系通过&'$()**+,0*-./*B<39<38- 通路减少细胞凋亡"参与了对阿昔替尼的耐药过程+
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5A8<7B8AA784<AB8AAB<7B246@<$ (D2>242_$ Q=BA8<7976>824 "$ (969>6323$ M7=;78323><4B8

!!肾癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一"其发

病率和死亡率在全球范围内呈上升趋势+ 据统计"

全球每年有超过 -# 万余新发病例""$ 万余死于肾

癌相关疾病(")

+ 肾细胞癌 !784<AB8AAB<7B246@<"

%55#是最常见的肾癌类型"但 -#a的 %55患者在

最初确诊时便发生远处转移(,)

"且 ,#a h-#a的局

限性%55患者在肾切除术后仍会复发(-)

+

靶向血管内皮生长因子 !C<3B=A<784:6>?8A2<A

;76]>? I<B>67" YWXU#的酪氨酸激酶抑制剂!>F763248

H24<3824?2_2>67" POJ#" 以及POJ与免疫检查点抑制

剂!2@@=48B?8BH9624>24?2_2>67" J5J#的联合应用已

大大提高患者们的生存预后($ N.)

+ 作为第二代

YWXU类POJ的阿昔替尼相较于第一代 POJ有其独

特优势"阿昔替尼对血管内皮生长因子受体!C<3B=*

A<784:6>?8A2<A;76]>? I<B>6778B89>67" YWXU%#靶点更

具特异性"相比第一代 POJ不良反应少(&)

"且易于

耐受"使得阿昔替尼治疗窗口更广())

+ 阿昔替尼的

半衰期更短"在新辅助治疗的研究中停药 - : 即可

进行手术而不增加切口出血风险"而舒尼替尼与索

拉非尼需要停药 - 到 $ 周才可进行手术(G)

+ 对中国

%55患者应用POJ行新辅助治疗的研究(G)表明"阿

昔替尼!减少 "/. B@#相比舒尼替尼!减少 #/G B@"

$c#/##"#和索拉非尼!减少 #/. B@"$ l#/##"#

可显著减少肿瘤的中位最大直径值"说明阿昔替尼

相比第一代POJ在%55的新辅助治疗中具有优势+

随着转移性%55靶向与免疫联合治疗时代的到来"

YWXU类 POJ仍然是不可缺少的成分"因为 YWXU

可以诱导免疫监测细胞的抑制"诱导髓系衍生抑制

细胞的扩增"进而抑制细胞毒性的肿瘤浸润淋巴细

胞"干扰树突状细胞的成熟(')

"因此"抗 YWXU药物

有助于J5J发挥抗肿瘤效用+ 在联合用药方面"阿

昔替尼与帕博利珠单抗或阿维鲁单抗的联用已成为

晚期%55患者的一线药物治疗方案($""# N"")

+

然而"绝大多数接受药物治疗的患者最终都将

面临肿瘤耐药的问题%一线抗 YWXU药物治疗的无

进展生存期仅为 "" 个月左右"持久的完全反应少

见(", N"-)

$"#/'a接受帕博利珠单抗联用阿昔替尼治

疗的%55患者在首次反应评估时便显示疾病进展"

$$/"a的患者在开始治疗后一年内即出现疾病进

展($""$)

+ 目前已有大量文献阐述 %55对 YWXU类

POJ耐药的可能机制"但绝大部分都是针对第一代

YWXU类POJ!如舒尼替尼,索拉非尼等药物#的研

究(".)

"鲜有关于对%55阿昔替尼耐药机制的研究+

基于阿昔替尼在%55治疗中起到的优势作用"

以及对阿昔替尼耐药机制研究的缺乏"研究%55对

阿昔替尼产生耐药性的可能机制具有一定意义+ 本

研究通过体外构建出对阿昔替尼耐药的肾透明细胞

癌!BA8<7B8AA784<AB8AAB<7B246@<" BB%55#细胞系"

通过转录组测序"在耐药细胞系上调表达的差异基

因中选出了核蛋白 "!4=BA8<7976>824 "" &'$()#这

',G)'
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一转录调节因子"探索其在 BB%55对阿昔替尼耐药

性形成中的作用+

$%材料与方法

$/$!实验对象

本研究所涉及实验均为细胞实验"所用人

BB%55细胞系 )G&*S与 5<H2*" 均由北京大学第三

医院中心实验室赠予+

$/(!细胞培养

本实验所使用的培养基为含有 "#a!体积分

数#胎牛血清!5#$##""上海 Y2C<B8AA公司#的洛斯

维'帕克纪念研究所 "&$# !%63]8AAV<7H K8@672<A

J43>2>=>8"&$#"%VKJ*"&$#"5""G)..## P̂"X2_B6公

司"美国#完全培养基+ 细胞培养箱条件设置%温度

为 -) m"5S

,

浓度为 .a!体积分数#+ 细胞长到

G#a h'#a汇合度时进行传代"平均每 - h. 天传代

一次+

$/)!细胞增殖实验

细胞计数试剂盒*G!B8AAB6=4>24;H2>*G"55O*G#

实验%将悬浮在完全培养基中的细胞以每孔 " ###

个细胞的密度接种到 '& 孔板中"并在细胞附着后用

阿昔替尼!(X#"-)-&"上海蓝木公司#或二甲基亚砜

!:2@8>?FA3=AI6D2:8"MKZS"V[X##$#"武汉博士德生

物公司#处理+ 使用55O*G 细胞增殖及毒性检测试

剂盒!5(","#"北京索莱宝公司#" 按说明书测定

BB%55细胞的活力"使用酶标仪测量各孔在 $.# 4@

处的光密度!4#值"每种处理的细胞行 . 个重复孔"

使用X7<9?V<: V723@G/# 软件对数据进行绘图+

集落形成实验%将悬浮在完全培养基中的细胞

以每孔 .## 个细胞的密度接种到 & 孔板中"并在细

胞附着后用阿昔替尼或 MKZS处理+ , 周后"使用

J@<;8R软件的自动细胞计数功能计算细胞数 j.#

的集落数量"该实验重复 - 次且相互独立+

.*乙炔基*,&*脱氧尿苷 !.*8>?F4FA*,&*:86DF=72*

:248"W:T#实验%按照 W:T细胞增殖检测试剂盒

!5("")#"北京索莱宝公司#说明"向 ,$ 孔板内的细

胞加入W:T溶液并孵育 , ?"然后用 $a!体积分

数#多聚甲醛固定+ 在该过程之后"用试剂盒内 \6*

B?83>和 (96AA6溶液对细胞进行染色后于倒置荧光

显微镜下拍照"使用J@<;8R的自动细胞计数功能对

不同荧光下的细胞进行计数"使用 X7<9?V<: V723@

G/# 对数据进行检验及绘图"每种处理的细胞行 -

个重复孔+

$/*!细胞凋亡染色

使用 (448D24

%

*UJP5细胞凋亡检测试剂盒

!5"#&,L"上海碧云天公司#测量细胞凋亡率+ 将悬

浮在完全培养基中的细胞以每孔 ,. ### 个细胞的

密度接种到 $G 孔板中放入细胞培养箱培养+ 待细

胞汇合度达 -#a h$#a水平后"每孔加入 " @L含

有终浓度为 ,#

#

@6A0L阿昔替尼或对应体积 MKZS

的完全培养基"放入细胞培养箱+ 药物处理 $G ? 后

按说明书提示进行染色"随即在荧光显微镜下观察"

未被荧光染色的为正常细胞"仅被绿色荧光染色的

为早期凋亡细胞"被绿色和红色荧光双染的是晚期

凋亡细胞"仅被红色荧光染色的为机械性坏死细胞+

使用J@<;8R的自动细胞计数功能对不同荧光下的

细胞进行计数"使用 X7<9?V<: V723@G/# 对数据进

行检验及绘图"每种处理的细胞行 - 个重复孔+

$/+!耐药细胞系的构建

对于体外模型"药物敏感的 BB%55细胞暴露于

恒定高浓度或逐渐增加浓度的药物 ,# h-# 代之后

可获得特异性的耐药性("&)

+ 阿昔替尼使用 MKZS

溶剂溶解"未被阿昔替尼处理的细胞系为敏感细胞

系"分别表示为 )G&*S*Z与5<H2*"*Z+ 使用含有终浓

度分别为 #!仅含少量MKZS溶剂"不含阿昔替尼#,

.,"#,,#,$#,"##

#

@6A0L阿昔替尼的完全培养基来

处理敏感细胞系 $G ?"通过55O*G 实验测出用上述

浓度阿昔替尼处理的各敏感细胞系的细胞活力值"

进一步得出各敏感细胞系对阿昔替尼的 J5

.#

+ 将现

用现配,含有终浓度为 J5

.#

浓度阿昔替尼的完全培

养基"加入细胞生长至 .#a汇合度的 P,. 培养瓶

中"培养细胞 - h. : 后"更换为不含阿昔替尼的完

全培养基培养细胞 - h. :"构成一个暴露周期+ 细

胞对阿昔替尼的暴露时间会根据细胞的耐受性及细

胞状态进行调整"期间对细胞进行正常传代培养+

维持阿昔替尼的暴露至少 -# 个周期后"对此细胞系

再次评估 J5

.#

"得到的耐药细胞系进行后续实验+

对阿昔替尼耐药的细胞系分别表示为 )G&*S*%与

5<H2*"*%+

$/,!实时荧光定量聚合酶链式反应

使用核糖核酸!72_64=BA82B<B2:" %Q(#提取试

剂P%Jf6A!"..'&#"G"P?87@6U23?87公司"美国#按常

规方案提取细胞中的总 %Q(后"按照说明书配制

,#

#

L反转录体系进行反转录后进行实时荧光定量

聚合酶链式反应 !78<A*>2@8d=<4>2><>2C896AF@87<38

B?<24 78<B>264" %P*dV5%#+ 本研究采用上海翌圣生

物公司的 dV5%Z[̂ %X7884 K<3>87K2D预混液"内

参照基因为
!

56710%"以 ,

N

&&

5P计算%Q(的相对表达

量+ 所用引物序列如下"

!

56710% 正向序列% .n*

55(5X(((5P(55PP5((5P55*-n$反向序列% .n*

'-G)'刘耘充"等!肾透明细胞癌中核蛋白 " 对阿昔替尼耐药的作用及机制



XPX(P5P55PP5PX5(P55PXP*-n+ &'$() 正向序

列%.n*(55PP555(55(X5((55*-n$反向序列% .n*

((PXXX55(XX5P(P(X(XX*-n+

$/J!慢病毒 3?%Q(介导的&'$() 敲低

慢病毒的构建由上海吉凯基因化学技术有限公

司完成+ 根据文献("))构建靶向 &'$() 的 3?%Q(

序列% .n*55XXXX(PX((P5PX(55P5P(P(X5P5X*

(X5P(P(X(XXP5(X(PP5(P55PPPPPX*-n$无义序

列% .n*55XXPP5P55X((5XPXP5(5XPPP5((X(X*

((5XPX(5(5XPP5XX(X((PP*PPPX*-n+ 将序 列

插入慢病毒载体!?T&*K5Z*5KY*V=76#" 之后用浓

缩的病毒转染细胞"并持续两周用嘌呤霉素

!ZP..""上海碧云天公司#筛选稳定的细胞克隆+

将用于敲低 &'$() 的细胞系分为实验组 !3?*

QTV%"#与对照组!3?*Q5#+

$/K!蛋白质免疫印迹实验

使用细胞裂解液!%##"#"北京索莱宝公司#提

取细胞总蛋白"使用二喹啉甲酸!_2B24B?64242B<B2:"

5̂(#法测定蛋白浓度+ 电泳时每样本孔内加入 ,#

#

;总蛋白"按目的蛋白大小的不同"使用 Ga h

",a!体积分数#的分离胶和 .a!体积分数#的浓

缩胶进行聚丙烯酰胺凝胶电泳+ 电泳后使用恒流

,## @(,.# @24条件将蛋白转至聚偏二氟乙烯!96*

AFC24FA2:848IA=672:8"VYMU#膜上+ 转膜完成后将

VYMU膜置入 .a!质量分数#脱脂奶粉封闭液中于

室温下摇床上封闭 , ?+ 封闭完成后于 $ m过夜孵

育
'

*<B>24 一抗 !P(*#'"北京中杉金桥公司 #,

QTV%" 一抗!".#.&*"*(V"V76>824>8B? 公司"美国#,

^细胞淋巴瘤 ! *̂B8AAAF@9?6@<*," 5̂L, # 一抗

!,&.'-*"*(V"V76>824>8B?公司"美国#, 5̂L, 相关 +

蛋白! 5̂L,*<336B2<>8: +976>824" (̂+#一抗!.#.''*

,*J;"V76>824>8B? 公司"美国#,B<39<38- 一抗!"'&))*

"*(V"V76>824>8B?公司"美国#+ 次日将膜使用含吐

温*,# 的三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶液!>723_=II878:

3<A248]2>? P]884 ,#" P̂ ZP"P"#G""北京索莱宝公

司#漂洗后置入辣根酶标记山羊抗兔 J;X二抗

!ê*,-#"" 北京中杉金桥公司#或辣根酶标记山羊

抗小鼠J;X二抗! ê*,-#."北京中杉金桥公司#中

室温孵育 " ?后"使用电化学发光法显色"置入化学

发光成像仪中采集图像并保存+

$/L!用公共数据库分析基因表达差异及与预后的

关系

进入基因表达谱交互分析 !X848WD97833264

V76I2A24;J4>87<B>2C8(4<AF323"XWVJ(#网站 ! ?>>9%00

;892</B<4B87*9H=/B40#" 在-Z24;A8X848(4<AF323.选

框中点击- 6̂D9A6>3."输入目的基因"选取-OJ%5.数

据后"将肿瘤与瘤旁组织间的表达差异基因进行绘

图+

进入卡普兰*梅尔绘图!O<9A<4*K8287VA6>>87"O*

KVA6>>87#网站! ?>>93%00H@9A6>/B6@0<4<AF3230#"点

击-@%Q(. 内容中的 - 9<4*B<4B87."在新页面的

-X8483F@_6A.框内输入目的基因"下方肿瘤类别中

仅勾选 - O2:48F784<ABA8<7B8AAB<7B246@<! % c

.-##." 点击-M7<]O<9A<4*K82879A6>.得到生存曲

线与对应基因及病种的绘图+

$/$M!转录组测序

对细胞系的转录组测序由深圳裕策生物科技有

限公司完成"每种细胞系具有 - 个重复样本"共 ",

个样本得到测序+

$/$$!统计学分析

数据处理采用 X7<9?V<: V723@G/# 软件+ 对满

足正态分布的连续数据以均数 b标准差表示"用

Z>=:84>&31检验方法对实验组与对照组间的差异进

行验证"多个实验组数据!小于 . 组#之间两两比较

的差异采用 S48`<F(QSY(检验"并选用 6̂4I87*

7642方法进行事后两两分析"$l#/#. 为差异具有

统计学意义+

(%结果

(/$!阿昔替尼耐药细胞系的构建验证

通过 55O*G 实验测出阿昔替尼对 )G&*S*Z 与

5<H2*"*Z细胞系的 J5

.#

分别为 ,"/).,"G/)&

#

@6A0

L"因此"选用含有终浓度为 ,#

#

@6A0L阿昔替尼的

完全培养基"处理 )G&*S*Z 与 5<H2*"*Z 细胞系 -# 余

个药物暴露周期+ 通过测算两个被长期药物处理细

胞系的 J5

.#

"发现其较敏感细胞系各自高出 "#/''

#

@6A0L!$l#/#"#和 ""/'&

#

@6A0L!$l#/#"#" 从

而得到了对阿昔替尼耐药的细胞系 )G&*S*%与

5<H2*"*%!图 "#+

为防止构建出的耐药细胞系对阿昔替尼恢复敏

感性"我们对构建的耐药细胞系持续维持着阿昔替

尼的周期性暴露+

(/(!阿昔替尼耐药与敏感的细胞系存在表型差异

为了寻找耐药细胞 J5

.#

水平升高的原因"我们

进而通过55O*G 实验!图 ,#,平板克隆实验!图 -#

与W:T实验!图 $#首先探究了细胞增殖能力"结果

发现"在无阿昔替尼的环境中"耐药细胞系的增殖能

力较敏感细胞系有所下降$而在有阿昔替尼的环境

中"尽管55O*G 实验显示耐药细胞系增殖能力强于

敏感细胞系!$l#/#.#" 但在平板克隆实验与 W:T

'$G)'
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实验中显示两组细胞的增殖能力差异无统计学意

义"因此"我们考虑耐药细胞系的J5

.#

较敏感细胞系

升高的原因不是通过影响 BB%55细胞增殖实现的"

可能是抗凋亡能力增强的结果+ 之后通过细胞凋亡

染色评估了各细胞系在不同处理下的凋亡水平!图

.#" 结果发现"在没有阿昔替尼处理的环境中"两细

胞无自发凋亡情况$在 ,#

#

@6A0L阿昔替尼存在的

环境下"两细胞系中敏感细胞系的凋亡水平显著

高于耐药细胞系!$l#/#"#+ 这种在无药物环境

下可以缓慢增殖,在暴露于药物时凋亡水平减少

的特点"导致经阿昔替尼处理的耐药细胞系的 J5

.#

水平升高+ 为了寻找是何种因素使耐药细胞系的

抗凋亡能力增强"我们接下来对各细胞系进行了

转录组测序+

("B8AAC2<_2A2>F6I<D2>242_ 78323><4><4: 38432>2C8A24836I)G&*S$ "̂ B8AAC2<_2A2>F6I<D2>242_ 78323><4><4: 38432>2C8A24836I5<H2*"/

##

$l#/#""

###

$l#/##""

####

$l#/### "/

图 $%不同细胞系的J5

.#

N#O68.$%J5

.#

6I:2II8784>B8AAA2483

!

("55O*G <33<F6I)G&*SB8AAA2483$ "̂55O*G <33<F6I5<H2*" B8AAA2483/

#

$l#/#."

####

$l#/### "/55O*G"B8AAB6=4>24;H2>*G$MKZS" :2@8>?FA

3=AI6D2:8$(D>"<D2>242_/

图 (%不同细胞系的55O*G 结果

N#O68.(%55O*G <33<F6I:2II8784>B8AAA2483

!

P?8B6A64FI67@<>264 <_2A2>F6I>?878323><4>A2483]<3]8<H87>?<4 >?<>6I>?838432>2C8A248324 >?89A<>8BA6424;8D9872@84>24 >?8:7=;*I78884C2764@84>/

##

$l#/#""

###

$l#/##""

####

$l#/### "$43"4632;42I2B<4B8/MKZS" :2@8>?FA3=AI6D2:8$(D>" <D2>242_/

图 )%不同细胞系的集落形成实验结果

N#O68.)%56A64FI67@<>264 <33<F6I:2II8784>B8AAA2483

!
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J4 >?8W:T<33<F" >?8976A2I87<>264 <_2A2>F6I>?878323><4>A2483]<3]8<H87>?<4 >?<>6I>?838432>2C8A24824 >?8:7=;*I78884C2764@84>/

#

$l#/#."

##

$l#/#""

###

$l#/##""

####

$l#/### "$43"4632;42I2B<4B8/MKZS" :2@8>?FA3=AI6D2:8$(D>" <D2>242_/

图 *%不同细胞系的W:T实验结果

N#O68.*%W:T<33<F6I:2II8784>B8AAA2483

!

(/)!&'$() 基因的筛选及表达水平验证

对耐药及敏感的 )G&*S,5<H2*" 细胞系进行全

转录组测序"以期找到令耐药细胞系抗凋亡能力增

强的基因+ 在每个细胞系中"以敏感细胞系为对照

组"在得到的差异基因中"以 A6;

,

!U6A:5?<4;8# j"

和8l#/#. 为过滤阈值筛选出上调表达的差异基

因"结果得到了 ,GG 个在两耐药细胞系中共同上调

表达的差异基因+ 此外"对差异基因在 \<AA@<7H 通

路中进行富集分析"发现耐药细胞系较敏感细胞系

的凋亡通路相关基因表达有所下调+

在上调表达的 ,GG 个差异基因中"有研究报道

了&'$() 的敲低逆转了BB%55对索拉非尼的耐药

'&G)'
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性"且其他研究有报道&'$() 参与了细胞凋亡的过

程"因此"我们接下来针对&'$() 基因开展实验"探

究其在对阿昔替尼耐药细胞系中是否具有抗凋亡的

作用+ 此外"通过 XWVJ(网站的数据分析"发现

&'$()在BB%55肿瘤组织中 %Q(含量较瘤旁组织

更高!$l#/#.#$O*KVA6>>87数据库分析结果显示在

BB%55患者中"&'$()的高表达使患者预后更差!风

险比c"/&&"'.a-9%"/,- h,/,$"$c#/###)&#+

J4 >?8<969>63233><2424;<33<F" >?8<969>6323A8C8A6I78323><4>A2483]<332;42I2B<4>AFA6]87>?<4 >?<>6I38432>2C8A248324 >?8978384B86I<D2>242_!

##

$l

#/#"#/VJ"97692:2=@26:2:8$UJP5"IA=6783B8248236>?26BF<4<>8$MKZS" :2@8>?FA3=AI6D2:8$(D>" <D2>242_/

图 +%不同细胞系的凋亡染色实验结果

N#O68.+%(969>63233><2424;<33<F6I:2II8784>B8AAA2483

!

!!我们接下来从%Q(及蛋白表达水平对 &'$()

基因在耐药细胞系中的表达进行了验证"结果发现

在%Q(水平上")G&*S与5<H2*" 耐药细胞系较敏感

细胞系的 &'$() 转录水平均显著升高 !$l

#/### "" 图 &(#"蛋白表达水平得到了同样的结果

!图 & #̂+

(/*!敲低&'$() 可使对阿昔替尼耐药的细胞系恢

复敏感

使用慢病毒转染各细胞系后"通过 `^实验验

证各细胞系 &'$() 的敲低效果!图 )#" 结果证明

所构建的 3?*QTV%" 序列可以有效减少各细胞系

&'$()的表达+ 我们再次通过细胞凋亡染色对

&'$()敲低的 )G&*S!图 G#及 5<H2*"!图 '#细胞系

进行了凋亡的表型探索"结果显示"在无阿昔替尼的

')G)'刘耘充"等!肾透明细胞癌中核蛋白 " 对阿昔替尼耐药的作用及机制



环境下"敲低&'$() 不会使细胞自发凋亡+ 在存在

阿昔替尼的环境下"敏感细胞系的&'$() 敲低后与

敲低前的凋亡水平差异无统计学意义$耐药细胞系

的&'$() 敲低后相较敲低前的凋亡水平显著上升"

并且与被敲低或未被敲低 &'$() 的敏感细胞系之

间凋亡水平差异均无统计学意义"结果说明"对阿昔

替尼耐药的细胞系在敲低 &'$() 之后恢复了对阿

昔替尼的敏感性+

("%Q(8D97833264 A8C8A6I&'$() 24 <D2>242_ 78323><4>A2483]<3?2;?87

>?<4 >?<>24 38432>2C8A2483!

####

$l#/###"#$ "̂976>824 8D97833264

A8C8A6I&'$() 24 <D2>242_ 78323><4>A2483]<3?2;?87>?<4 >?<>24 38432>2C8

A2483/QTV%"" 4=BA8<7976>824 "/

图 ,%不同细胞系&'$() 的表达水平

N#O68.,%WD97833264 A8C8A6I&'$() 24 :2II8784>B8AAA2483

!

&'$() ]<33=BB833I=AAFH46BH8: :6]4 ]2>? 3?*QTV%" 24 )G&*S<4:

5<H2*" B8AAA2483/Q5"48;<>2C8B64>76A$QTV%""4=BA8<7976>824 "$(D>"

<D2>242_/

图 J%)G&*S和5<H2*" 细胞系的&'$() 敲低验证

N#O68.J%&'$() H46BH:6]4 C<A2:<>264 6I)G&*S<4: 5<H2*" B8AAA2483

!

(/+!敲低&'$() 通过调节*+,0*-.,*B<39<38- 通

路促进阿昔替尼引起的细胞凋亡

为了寻找敲低&'$()后使耐药细胞系凋亡水平

增加的信号通路"我们选择了凋亡下游的效应蛋白

B<39<38-进行了 `83>874 _A6>验证!图 "#(#"结果发

现"敲低&'$()表达后"阿昔替尼处理后的耐药细胞

系前体B<39<38-蛋白!相对分子质量 -, ####表达水

平较未敲低&'$() 的耐药细胞系表达水平下降"剪

切体B*B<39<38-!相对分子质量 ") ####表达水平上

升"说明B<39<38- 参与了敲低&'$() 后使耐药细胞

凋亡水平增加的信号通路+ 我们进而寻找了

B<39<38- 的上游通路蛋白 (̂+与 5̂L,"进行 `83*

>874 _A6>实验!图 "# #̂"结果发现"起到抑制细胞凋

亡作用的 5̂L,"在阿昔替尼处理后的敏感细胞系以

及敲低&'$()的耐药细胞系中有所下降"而对细胞

凋亡起到促进作用的 (̂+"在阿昔替尼处理后的敏感

细胞系以及敲低&'$()的耐药细胞系中均有升高+

这些结果说明"对阿昔替尼耐药的 BB%55细胞

系通过上调&'$() 的表达"在阿昔替尼存在的环境

中能够减少 *+,,增加 *-., 的表达"进而减少

B<39<38- 剪切体的水平"最终抑制自身的细胞凋亡"

形成了对阿昔替尼的耐药性+

)%讨论

阿昔替尼作为 POJ是疏水性的小分子"可以很

容易地进入细胞内"可以与受体的胞内结构域和胞

内信号分子相互作用"因此"能够阻断细胞内各种下

游信号通路的激活("G)

+ 普遍认为"YWXU类 POJ是

通过作用于供应肿瘤的血管内皮"通过抑制新的血

管生成,诱导内皮细胞凋亡起到抑制肿瘤细胞生长

的作用("')

+ 对于体外的肾癌细胞系"不存在供应肿

瘤的血管"但我们的细胞表型实验结果反映出阿昔

替尼可以直接抑制体外细胞的增殖能力"并引起细

胞凋亡"为阿昔替尼对肿瘤细胞的直接作用提供了

证据+ 实际上"若能明确 POJ类药物对肿瘤细胞的

直接作用机制"便有助于在耐药的细胞中明确这种

机制是如何被打断或逆转的"进而针对相应节点设

计药物"促进对肿瘤的治疗"但遗憾的是明确POJ类

药物对肿瘤细胞直接作用机制的研究较少"这或许

是具有前景的另一研究方向+

在构建耐药细胞系的过程中"我们发现尽管耐

药细胞系可以增殖"但在具有阿昔替尼的培养基环

境下难以发现新生细胞的产生"在无药物的培养基

中才会出现增殖的细胞"这与其他大部分研究报道

的不同"其他大部分研究报道的是对舒尼替尼,索拉

非尼耐药的细胞可以在药物存在的环境中增殖(,#)

"

但这并不能说明我们构建的耐药细胞系是失败的"

因为细胞对药物的抵抗作用可以反映在增殖能力更

强,凋亡水平降低(,")或者迁移0侵袭能力增强(,,)等

'GG)'
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多个方面+ 在已有的一篇关于 BB%55阿昔替尼耐

药的研究中(,-)

"尽管作者在方法里提到他们构建的

耐药细胞系是-能够在特定浓度的培养基中稳定生

长.的"但是其文内并没有写明耐药细胞能够增长

状态下的阿昔替尼的浓度"以及结果中没有对耐药

细胞系增殖能力的体现+ 我们相信其结果的可靠

性"可能是作者实验中的阿昔替尼浓度未达到类似

我们实验中 ,#

#

@6A0L的水平+ 尽管我们对耐药细

胞系的阿昔替尼暴露周期反复进行了 " 年余的研

究"期间对耐药细胞系持续传代"从未冻存过"但也

未能明确发现耐药细胞系在阿昔替尼存在的情况下

复制出了新的细胞"但仍期待能够培养出在较高浓

度阿昔替尼环境中可以明显增殖的耐药细胞系"以

便更好地促进对阿昔替尼耐药细胞机制的理解+

O46BH24;:6]4 &'$() 24?2_2>8: >?8<4>2*<969>6323<_2A2>F6I)G&*S*%B8AAA2483/

##

$l#/#"$43"4632;42I2B<4B8/Q5"48;<>2C8B64>76A$QTV%""

4=BA8<7976>824 "$VJ"97692:2=@26:2:8$UJP5"IA=6783B8248236>?26BF<4<>8$MKZS" :2@8>?FA3=AI6D2:8$(D>"<D2>242_/

图 K%)G&*S各细胞系的凋亡染色

N#O68.K%(969>63233><2424;783=A>36I)G&*SB8AAA2483

!

!!通过对所构建的耐药细胞系进行转录组测序"

我们筛选出了感兴趣的 &'$() 基因+ &'$() 基因

最初被确定为是一种转录因子"它在急性胰腺炎,胰

腺发育和胰腺再生过程中的大鼠的胰腺腺泡细胞中

被快速大量诱导(,$)

+ 有研究发现"在肝癌细胞中敲

低&'$()"可以通过抑制细胞的增殖,迁移,侵袭能

力"增强对索拉非尼药物治疗的敏感性(,.)

+ 另一项

研究在BB%55细胞系中敲低&'$()"使得在索拉非

尼环境下细胞的凋亡水平上升"对索拉非尼更加敏

感"认为 &'$() 是 BB%55对索拉非尼体外耐药所

''G)'刘耘充"等!肾透明细胞癌中核蛋白 " 对阿昔替尼耐药的作用及机制



必需的因素("))

+ 我们的研究结果同样表明"&'$()

在BB%55细胞对阿昔替尼耐药过程中表达有所上

升"而在耐药细胞系中敲低 &'$()"通过抑制耐药

细胞系的抗凋亡能力"恢复了对阿昔替尼的敏感性+

Z2A84B24;QTV%" 24?2_2>8: >?8<4>2*<969>6323<_2A2>F6I5<H2*"*%B8AAA2483/

#

$l#/#.$43"4632;42I2B<4B8/Q5"48;<>2C8B64>76A$QTV%""4=BA8<7976*

>824 "$VJ"97692:2=@26:2:8$UJP5"IA=6783B8248236>?26BF<4<>8$MKZS" :2@8>?FA3=AI6D2:8$(D>"<D2>242_/

图 L%5<H2*" 各细胞系的凋亡染色

N#O68.L%(969>63233><2424;783=A>36I5<H2*" B8AAA2483

!

!!此外"&'$() 是一种应激反应转录因子"被许

多生物和化学应激源上调(,&)

"可以在氧化应激,内

质网应激和代谢应激等条件下被转录激活"以保护

细胞免受这些应激的影响"而 Z<4>6I2@2<*5<3><o6

等(,))发现在胰腺癌小鼠模型中"使 &'$() 失活会

导致内质网应激"进而使线粒体功能紊乱"最终导致

线粒体途径的细胞凋亡+ 这些证据表明 &'$() 与

应激效应存在互为因果的联系"细胞的内质网应激

被未折叠蛋白反应!=4I6A:8: 976>824 78396438" TV%#

所控制"破坏钙离子稳态以及致癌变化和细胞缺氧

等会破坏蛋白质稳态"导致错误折叠的蛋白质在内

质网腔中积聚"这被称为内质网应激"内质网应激使

细胞激活TV%以恢复内质网稳态(,G)

+ 轻度的 TV%

可帮助恢复内质网稳态并促进细胞存活"然而"在严

重或无法补救的内质网应激情况下"持续的TV%信

号可以从适应性反应转变为促凋亡反应"从而诱导

细胞死亡(,')

+ *+,0*-./*B<39<38- 是肿瘤细胞凋亡

过程中常见的重要调控通路(-#)

"细胞凋亡由几个蛋

白质家族调节"包括上游*-., 家族!例如抗凋亡的

*-., 和促凋亡的 *+,#和下游 B<39<38家族!例如

'#')'
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B<39<38-#+ B<39<38的激活可以通过不同的机制发

生"线粒体介导的细胞凋亡途径"涉及 *-., 家族蛋

白通过控制线粒体细胞色素B的释放来调节细胞凋

亡"最终激活 B<39<38- 以执行细胞凋亡过程(-")

+ 在

我们的\<AA@<7H测序结果中"耐药细胞系较敏感细胞

系的TV%相关通路水平上升"表明出现了一定程度

的内质网应激+ 本研究的最终结果证明耐药细胞系

&'$()的敲低增加了 *+,0*-./*B<39<38- 这一线粒

体途径凋亡通路的水平"认为内质网途径可能作为线

粒体途径的上游过程也参与了BB%55细胞系对阿昔

替尼的耐药"亦或是肿瘤细胞受到阿昔替尼的刺激后

产生TV%"促使&'$() 表达上升最终导致肿瘤细胞

耐药+ &'$() 与内质网应激之间复杂的关系对

BB%55细胞系耐药的影响有待于进一步探索+

("32A84B24;&'$() :8B78<38: >?8976>824 A8C8A6IB<39<38- <4: 24B78<38: >?8A8C8A6IBA8<C8:*B<39<38- 24 78323><4>A2483>78<>8: ]2>? <D2>242_$ "̂32A84*

B24;&'$() :8B78<38: >?8976>824 A8C8A6Î 5L, <4: 24B78<38: >?8976>824 A8C8A6Î (+24 78323><4>A2483>78<>8: ]2>? <D2>242_/Q5"48;<>2C8B64>76A$

QTV%""4=BA8<7976>824 "$B*B<39<38-"BA8<C8:*B<39<38-$ 5̂L," *̂B8AAAF@9?6@<*,$ (̂+" 5̂L,*<336B2<>8: +976>824$MKZS" :2@8>?FA3=AI6D2:8$(D>"

<D2>242_/

图 $M%干预&'$() 对凋亡相关蛋白的调控

N#O68.$M%%8;=A<>264 6I<969>632378A<>8: 976>8243_F24>87I8724;&'$()

!

!!我们的研究存在不足之处%第一"没有进行动物

实验+ 尽管通过动物模型构建出的耐药细胞系可能

一开始会更接近人体真实环境"但最终也会需要离

体培养"且需要将细胞反复药物处理维持耐药性"故

而从实验设计之初我们便使用细胞实验构建耐药细

胞系"而在耐药细胞系构建之后也没有进行在体实

验"得到耐药细胞系后所观察到的细胞性质是增殖

能力减弱"但抗凋亡能力增强"主要关注耐药细胞的

抗凋亡能力"故而未进行皮下成瘤,肺转移模型等细

胞增殖,侵袭能力的验证"有待后续实验探索+ 第

二"没有临床耐药样本的测序及蛋白表达水平的验

证+ 阿昔替尼的获得性耐药通常需要 & h", 个月的

用药才能产生"而临床上尽管存在阿昔替尼的新辅

助治疗用药"但一般用药 - 个月(G)便进行手术治疗"

难以获得耐药的肾癌组织"术后的组织也仅是对阿

昔替尼具有一段时间的反应性"并非耐药组织"对测

序的结果难以周密论证与耐药相关"因此"未行临床

样本测序"但我们会密切关注在阿昔替尼用药后出

现药物抵抗的BB%55患者"在符合伦理审查标准及

患者意愿的前提下"进一步对耐药肿瘤组织进行深

入研究+

综上所述"本研究报道了 BB%55细胞对阿昔替

尼耐药后的表型变化"阐明了可能的耐药调控机制"

发现BB%55细胞对阿昔替尼耐药诱导后增殖能力

下降$&'$() 在对阿昔替尼耐药的BB%55细胞中表

达水平上调$通过 *+,0*-./*B<39<38- 通路降低了

阿昔替尼环境中的细胞凋亡水平"导致对阿昔替尼

的抵抗作用增强+ 本研究提供了阿昔替尼直接作用

于肿瘤细胞的证据"且初步补充了 BB%55对阿昔替

尼耐药研究领域的空缺"为 &'$() 抑制剂与 YWXU

类POJ联合治疗BB%55提供了理论依据"有望减少

BB%55靶向药物治疗耐药的结局"改善患者的预后+

'"')'刘耘充"等!肾透明细胞癌中核蛋白 " 对阿昔替尼耐药的作用及机制
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